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図 1 組換え zαDG 3xFLAGコンストラクトの作製
全長のゼブラフィッシュDGをテンプレートに，図に示した sense と antisense primer を用いて，βDGと一部の
プラスミド配列を除くその他の領域をPCRにより増幅した。得られた αDGを含む断片の末端に 3xFLAGタグ
をコードする配列を付加して，ゼブラフィッシュ αDG 3xFLAGを作製した。得られたコンストラクト（pGEM-













組換え αDGを in vivo において強制発現させ，その糖鎖構造を解析する実験に着手した。まず，昨年
度に単離したゼブラフィッシュの全長DGをテンプレートに，図 1に示す様なPCRを行い，αDG
を含む cDNA断片を得た。次に，この断片の 3’末端に 3xFLAG配列をコードする cDNAを連結し，
その産物（pGEM-T easy/zαDG3F）を用いて大腸菌をトランスフォーメーションした。次に，精製し











ころ，約 93kDa と約 45kDa のバンドが検出された。アミノ酸配列から想定される zαDG3Fの分子量
は 71kDa であり，糖鎖修飾反応を持たない大腸菌で，約 93kDa の大きなバンドが検出された理由は
不明であるが，以前の筆者らの実験において，ヒトのDG由来のペプチドを大腸菌で発現させて電気
泳動で解析したところ，予想よりも高分子領域にバンドを検出したという経験がある（未発表データ）。



















図 2 組換え zαDG 3xFLAGの大腸菌での発現
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図 3 ゼブラフィッシュにおける zαDG 3xFLAGの強制発現
zαDG3FをコードするmRNAを試験管内で合成後，微量注入法にてゼブラフィッシュの初期胚に導入した。a）
受精後 24時間に観察したところ，野生型と比べて眼が小さい等の発生遅延が見られた。b）野生型（WT）及び，
zαDG3F mRNAを導入した胚からタンパク質を抽出し，FLAG M2抗体を用いて組換え zαDG3Fタンパク質を
精製し，ウエスタンブロティングにより解析した。赤枠で示した，約 200kDa の組換え zαDG3Fのシグナルが
検出できた。
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Establishment of a model system to analyze glycosylation




Recently, it has been reported that hypoglycosylation of dystroglycan (DG) causes some of congenital
muscular dystrophies with brain malformation, which are designated Dystroglycanopathy. Mutations
have also been found in the genes involved in synthesizing O-mannosyl glycans in a cohort of
Dystroglycanopathy patients. Although a number of candidate genes have been identified to be
responsible for the glycosylation of DG through genome-wide analysis of patients, their physiological
and biochemical properties remain to be elucidated. In this study, we used zebrafish as a model organism
to establish an analytical system of the DG glycosylation. We made DNA constructs for zebrafish αDG
with a 3xFLAG tag at its C-terminus (zαDG3F), and expressed recombinant zαDG3F successfully in E.
coli, this year. We also prepared mRNA for zαDG3F by an in vitro transcription and observed the
expression of zαDG3F in the zebrafish embryos microinjected with the mRNA. To obtain a larger
amount of αDG, we are making a zebrafish transgenic line expressing recombinant αDG.
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